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Náplní této bakalářské práce je studium huminových kyselin a jejich bariérových vlastností 
pomocí difúzních procesů v plastových difúzních celách. Hlavní pozornost je věnována difúzi 
přes hydrogel na bázi termoreverzibilního polysacharidu – agaróza – bez, respektive s 
přídavkem huminových kyselin. Reaktivita huminových kyselin byla testována na základě 
interakce s organickým kationaktivním barvivem – methylenová modř. Hlavními parametry, 
které byly testovány, byl vliv iontové síly a pH.  
 
ABSTRACT 
The main aim of this bachelor thesis is the study of humic acids and their barrier properties. 
The reactivity of humic acids was studied by simple laboratory diffusion techniques in plastic 
diffusion cells. This thesis is mainly focused on the through-diffusion processes in hydrogel 
media. Hydrogel media were based on the thermoreversible polysaccharide (agarose) with or 
without addition of humic acids. The rate of reactivity of humic acids was compared by the 
interactions with organic cationic dye – methylene blue. The influence of ionic strength and 
pH was tested as well. 
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Huminové látky jsou organické sloučeniny, které vznikají biologickým rozkladem 
organické hmoty (zbytky rostlin, živočichů) = humifikací. Huminové kyseliny (HK) jsou 
hlavní extrahovatelnou složkou z huminových látek. HK nejsou rozpustné ve vodě v kyselém 
prostředí (pH < 2), ale jsou rozpustné při vyšším pH (zásadité prostředí). 
Jedná se o komplexní sloučeniny, které jsou základní složkou organické hmoty půdy. 
Huminové látky hrají důležitou roli taktéž v půdní chemii, především v oblasti samočistění 
půdy. Huminové látky, především tedy jedna z frakcí – huminové kyseliny, jsou schopny 
tvořit poměrně stabilní komplexy s ionty těžkých kovů, imobilizovat běžně se vyskytující 
polutanty a tím pádem napomáhat samočištění půdy. Navzdory faktu, že velké množství 
vědeckých skupin se zabývá tímto cenným materiálem, stále neexistuje univerzální metoda 
pro studium reaktivity těchto látek. Reaktivita huminových kyselin je ve většině případů 
zkoumána pomocí klasických sorpčních experimentů, které ovšem neposkytují cenné 
informace o tom, jak dochází ke specifické interakci mezi funkčními skupinami huminových 
kyselin a daným polutantem. Vzhledem k výše uvedeným důvodům, univerzální metoda, díky 




2 CÍL PRÁCE 
Cílem této práce je nastudovat problematiku transportních procesů v hydrogelových 
porézních médiích s přídavkem huminových kyselin (dále HK). Jedná se především o studium 
reaktivity huminových látek pomocí difúzních experimentů při různých experimentálních 
podmínkách (pH a iontová síla prostředí).  
Hlavní cíle této práce jsou shrnuty v následujících bodech: 
 Ověřit aplikovatelnost použité metody pro systém s HK. 
 Posoudit vliv pH  a iontové síly prostředí na reaktivitu huminových kyselin.  
 Charakterizovat použité materiály pomocí základních fyzikálně-chemických metod. 




3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Huminové látky 
3.1.1 Úvod o huminových látkách 
Huminové látky (HL) jsou základem organické hmoty půdy. Jedná se o přírodní organické 
sloučeniny, které vznikají, podle jedné z teorií vzniku HL, chemickým a biologickým 
rozkladem organické hmoty = humifikací (zbytků rostlin, živočichů, apod.) a syntetickou 
činností mikroorganismů. Zdrojem huminových kyselin pro průmyslové využití jsou 
kaustobiolity – rašelina, lignit a zoxidované hnědé uhlí, tzv. oxyhumolit [1]. Podle publikace 
[2] je možno najít HL v půdních, jezerních a mořských sedimentech, přírodní vodě, řekách, 
rašelině, hnědém a černém uhlí a jiných přírodních materiálech. Huminové látky mohou také 
vznikat jako produkt činnosti mikrobiálních organismů či jako produkt chemické 
polymerizace a oxidace organického materiálu. HL velmi ovlivňují fyzikální a chemické 
vlastnosti půdy včetně zvyšování úrodnosti půdy [3]. 
HL jsou definovány jako komplexní sloučeniny, které jsou základním zdrojem uhlíku 
v půdě. V podstatě se jedná o primární složku organické hmoty půdy [2]. Dále můžeme říci, 
že jsou amfifilní, polydispezní a kyselé [1]. Molekulová hmotnost HL se pohybuje ve velmi 
vysokých hodnotách (až desítky kDa). Dosud nebyla přesně definována. Barva HL je závislá 
na stupni jejich rozpadu a koncentraci funkčních skupin, kondenzace a zastoupení 
jednotlivých prvků [3]. 
3.1.2 Teorie vzniku HL 
Přestože dodnes není přesný mechanismus vzniku HL úplně objasněn, byly formulovány tři 
hlavní teorie, které vystihuje Obrázek 1. V první řadě se jedná o teorii ligninovou, kterou 
formuloval Waksman [4]. Podle Waksmana je humus tvořen převážně z ligninu velmi 
složitými chemickými reakcemi zahrnující kondenzaci a degradaci rostlinných zbytků. Takže 
humifikace ligninu je rozhodující pro urychlení procesu zrání kompostu [5]. V dnešní době je 
tato teorie považována již za zastaralou. 
Další teorií vzniku HL je teorie polyfenolová, ve které vznikají nejprve nízkomolekulární 
organické látky, ze kterých jsou HL formovány následnou oxidací, kondenzací a 
polymerizací.  
Teorie kondenzace sacharidů s aminy je třetí teorií, která podporuje vznik  huminových 
látek z jednoduchých cukrů, přičemž podle této teorie probíhají reakce mezi redukujícími 
cukry a aminokyselinami za vzniku hnědých, dusík obsahujících, polymerů. Tento proces je 




Obrázek 1: Mechanismy vzniku HL: Aminosloučeniny reagují s modifikovaným ligninem (4), 
chinony (2,3) a redukujícími cukry, čímž jsou tvořeny tmavě zbarvené látky huminového 
charakteru [1]. 
3.1.3 Dělení huminových látek 
Klasické dělení HL je založeno na jejich rozpustnosti. Huminové látky mohou být 
rozděleny do následujících třech skupin (viz Obrázek 2) [3]: 
 huminové kyseliny (HK) – jsou rozpustné při vyšším pH (zásadité prostředí), 
naopak jsou nerozpustné v silně kyselých roztocích pH < 2 
 fulvinové kyseliny (FK) – jsou rozpustné ve vodě při jakémkoliv pH 
 huminy (HU) – frakce HL nerozpustná v jakémkoliv prostředí 
V některé literatuře můžeme nalézt i čtvrtou frakci, tzv. hymatomelanové kyseliny [2] 
(HMK), která je rozpustná v etanolu. Jsou to látky světlejší než HK a mají větší obsah uhlíku 
(kolem 62 hm. %) [6]. 
Pokud snížíme pH roztoku huminových kyselin rozpuštěných v roztocích alkalického 
charakteru pod hodnotu izoelektrického bodu, v případě HK pod pH = 2, , začnou se srážet a 
vytvářet agregáty. 
HK patří mezi nejdůležitější frakci humifikované půdní organické hmoty, protože na rozdíl 
od FK a huminů, které se podílejí cca 8 % na celkovém koloběhu uhlíku, je podíl HK až 
16 hm. % [1]. V Tabulce 1 je uveden obsah HK a FK v jednotlivých přírodních materiálech. 
Třetí frakcí jsou zmíněné huminy. Jsou to humusotvorné látky a jsou kondenzovanější a 




Obrázek 2: Dělení HL podle [5]. 
Jednotlivé frakce huminových látek můžeme odlišit nejen na základě barvy a rozpustnosti, 
ale i na základě stáří, molekulové hmotnosti, obsahu uhlíku a kyslíku a na základě stupně 
rozpustnosti. 
Tabulka 1: Obsah huminových a fulvinových kyselin v přírodních materiálech [1]. 
Přírodní zdroj  Obsah HK a FK 
[hm. %] 
Leonardit/humát  40 − 85 
Černá rašelina  10 − 40 
Sapropelová rašelina  10 − 20 
Hnědé uhlí 10 − 30 
Hnůj 5 − 15 
Kompost 2 − 5 
Půda  1 − 5 
Kal  1 − 5 
Černé uhlí 0 − 1 
Hlavní rozdíl v obsahu funkčních skupin HK a FK je, že ve FK je prakticky všechen kyslík 
obsažen v −COOH, −OH a −C=O skupinách, zatímco v HK větší část kyslíku tvoří strukturní 
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složku, tzv. jádro, což jsou např. esterové a etherové vazby. Dalším rozdílem může být fakt, 
že obsah ketonových skupin je vyšší v FK, zatím co v HK se nachází chinonové skupiny [1]. 
3.1.4 Vazebné schopnosti HL 
HL se chovají při pH < 6 jako polyanionty a bývají odpuzovány negativními jílovými 
minerálními povrchy. Při vyšším pH jsou funkční skupiny huminových látek disociovány. 
Můžeme rozlišit dva typy slabých vazebných interakcí [7]: 
 kationtové můstky − se slabě hydratovanými kationty nebo za dehydratačních 
podmínek mohou být funkční skupiny HL přímo spojeny s ionty, 
 vodíkové vazby − se silně hydratovanými kationty jsou běžně polární skupiny HL 
spojeny s ionty prostřednictví vodíkové vazby v primární hydratovanou strukturu. 
Kationová vazba je důležitá v půdě s vysokým obsahem bází. 
Další hlavní interakce [7]: 
 aniontová výměna, 
 ligandová výměna. 
Aniontová výměna je zvláště důležitá s hydroxidy hliníku a železa, poněvadž jejich 
povrchy jsou pozitivně nabité při rozsahu pH ve většině půd. Jako ligandovou vazbu můžeme 
označit proces, kdy funkční skupiny HL proniknou koordinační vrstvou hliníku a dojde 
k výměně za terminální hydroxylové molekuly nebo molekuly vody. Na rozdíl od aniontové 
výměny může ligandová výměna fungovat ve větším rozmezí hodnot pH. 
Do vedlejších interakcí mezi HL a jílovými minerály zahrnujeme vodíkové můstky a van 
der Waalsovy síly. Podíl van der Waalsových sil se může také zvýšit s molekulovou 
hmotností HL. 
 
Obrázek 3: Možný model interakce huminových kyselin s vrstvou silikátů [7]. 
3.1.5 Interakce huminových látek a kovových iontů 
Soli HL 
Kationty alkalických kovů a kovů alkalických zemin vytvářejí s HL iontové sloučeniny. 
Vícevazné kationty mohou HL zesíťovat do podoby gelů. Jedná se především o Na, K, Ca a 
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Mg, které se na HK resp. FK váží jednoduchou iontovou vazbou za vzniku solí (RCOONa, 
RCOOK atd.). Ty se pak označují jako humáty, resp. fulváty [3]. Například humát sodný či 
draselný prodává firma Amagro, se kterou spolupracuje naše laboratoř. 
Soli s alkalickými ionty 
Tvorba komplexů a chelátů huminových látek s vícevaznými kovovými ionty je jedna 
z  nejdůležitějších vlastností huminových kyselin z hlediska komplexace iontů těžkých kovů. 
HK vytvářejí s těžkými kovy relativně stabilní komplexy. Ty vznikají, když jsou molekuly 
vody, obklopující kovový iont, nahrazeny jinými molekulami nebo ionty za vytvoření 
koordinačního komplexu. Ligandem je ve vzniklém komplexu funkční skupina HL, která 
poskytuje jeden či více volných elektronových párů akceptoru − centrálnímu atomu, zpravidla 
kationu přechodného kovu s volnými d−orbitaly. Cheláty obsahují právě vícedonorové 
ligandy, které tak s kovem tvoří vnitřní kruhovou strukturu. Afinita skupin ke kovovým 
iontům klesá následovně: 
–O– > –NH2 > –N=N–  >  –COO
−
 > –O–  > −C=O 
enolát  amin   azo   karboxylát   ether  karbonyl 
K méně významným donorovým skupinám patří dále sulfonové kyseliny (–SO3H), 
hydroxyly (−H) a thioly (–SH). 
















Nicméně schopnost HL tvořit komplexy s kovovými ionty je závislá především na složení, 
a proto hlavními skupinami nezbytnými k donor−akceptorovými vazbám jsou karboxylové, 
fenolové a dále v menší míře také karbonylové či aminoskupiny. Síla vazby je navíc 
ovlivňovaná okolní strukturou funkčních skupin a sterickými efekty, a proto se vazebná místa 
postupně zaplňují podle síly vazby komplexu. 
Organické komplexy s jílem 
Tyto interakce mají celou řadu důsledků, které jsou ve fyzikálních, chemických a 
biologických vlastnostech matrice půdy. Na adsorpci HL jílovými minerály se podílí několik 
mechanismů: 
 van der Waalsovy síly, 
 kationové můstky, 
 vodíkové vazby, 
 penetrace a adsorpce nízkomolekulární huminové sloučeniny v pórech jílového 
minerálu. 
3.1.6 Adsorpce 
Adsorpce HL do jílových minerálů je obecně endotermní proces, který vede k pozitivní 
změně entropie [7].  Huminové kyseliny mají schopnost sorbovat těžké kovy vytvářením 




Kovové kationty mohou být sorbovány iontovou výměnou s protony spojenými 
s funkčními skupinami HL, jako jsou karboxylové, fenolové, aminové a thiolové skupiny. HL 
jsou úzce spjaty s jílovými minerály v půdním prostředí. Faktory, které ovlivňují interakce 
kovových kationtů s minerály − huminovými komplexy, byly studovány v publikaci [8]. HL 
obecně zvyšují kapacitu sorpce kovových iontů v jílech a minerálních površích, ale jen při 
nízkém pH. Zvýšení lze vysvětlit, pokud jde o zvýšení koncentrace a dostupnosti negativně 
nabitých míst, které mohou přitahovat a vázat kovové ionty. Tento efekt je méně výrazný za 
bazických podmínek z důvodu snížení příjmu HL a zvýšení tendence HL vytvořit 
disociovanou formu huminových látek 
3.2 Huminové kyseliny 
HK představují komplex organických sloučenin rozpustných v hydroxidech, některých 
solích a některých organických rozpouštědlech (např. acetylaceton, hydroxychinon). 
Rozpustnost huminových kyselin se odvíjí od jejich pH, iontové síly a síly elektrolytických 
iontů. Pokud roste pH, zvyšuje se rozpustnost, pokud roste iontová síla, rozpustnost se 
snižuje [9]. Charakteristickým rysem je jejich heterogennost, podmíněná přítomností složek 
v různém stupni humifikace humusotvorného materiálu s různým chemickým složením. HK 
definujeme jako směs amorfních polydisperzních sloučenin [1]. Proto nelze popsat huminové 
kyseliny jediným strukturním vzorcem, jelikož se jedná o heterogenní systém. 
Volné HK jsou přímo rozpustné v bázích, zatímco vázané HK musí být upraveny HCl nebo 
jinou kyselinou za účelem přeměnit je z vápenatých a hořečnatých solí na volné kyseliny 
rozpustné v bázích (dekalcifikace) [2].V důsledku chemického složení (aromatické jádro 
s alifatickými řetězci a se specifickým obsahem různých funkčních skupin) jsou HK schopné 
vázat polární i nepolární skupiny [1]. 
Jako hlavní mechanismus vazebného procesu HK se považují iontově výměnné interakce. 
Bylo zjištěno, že hodnoty kationtové výměnné kapacity HL se zvyšují přímo úměrně 
s hodnotou pH vodného média [2]. 
3.2.1 Struktura 
HK jsou považovány za složité aromatické makromolekuly s aminokyselinami, 
aminocukry, alifatickými sloučeninami podílejícími se na vazbách mezi aromatickými 
skupinami. Hypotetická struktura HK, ukázána na Obrázku 4, obsahuje volné i vázané −OH 
skupiny, chinonové struktury, dusík a kyslík jako spojovací a −COOH skupiny různě 
umístěné na aromatických jádrech a postranních řetězcích [3]. 
Jejich základní stavební jednotkou jsou kondenzovaná aromatická jádra fenolického a 
chinoidního typu, na které se prostřednictvím různých můstků (např. −O−, −NH−, −N−, −S−, 
−CH2−) napojují boční řetězce s funkčními skupinami. V jádře se může nacházet benzen, 
furan, naftalen, antracen, pyridin a jiné. Funkční skupiny, které se mohou vyskytovat, jsou 




Obrázek 4: Historická struktura huminové kyseliny dle Stevensona (1982)[1]. 
Vědci se dříve domnívali, že HK jsou polymerní sloučeniny s velkou molekulovou 
hmotností a rozvětveným kondenzovaným řetězcem. Postupem času přišli na to, že HK jsou 
spíše supramolekuly, jelikož jejich jednotky nedosahují velikosti polymeru. Stále však není 
známá přesná struktura těchto látek, a proto se setkáme s názory, že se jedná o polymerní 
látku ale i supramolekulu. Další známé hypotetické struktury jsou zobrazeny 
na Obrázku 5 a 6.  
 
Obrázek 5: Struktura podle Steina [1]. 
 




Obrázek 7: Počítačový model HK [11]. 
V půdním prostředí vytvářejí HK organominerální komplexy, přičemž sorpční schopnost 
(kapacita) HK závisí jednak na typu jílového materiálu, ale také na chemické struktuře HK 
(funkční skupiny, stupeň humifikace, polymerizace, oxidace atd.) [1]. 
3.2.2 Izolace HK 
O pokus izolovat HL se pokoušeli vědci již celá staletí. Snaha izolovat složky humusu byla 
pro každou složku chemicky individuální. 
Vlastnosti organické půdní hmoty, zejména HL, je vhodné studovat ve volné formě 
po zbavení anorganických složek půdy, a to z toho důvodu, že veškerá sorpční kapacita je 
poté využita pro účely komplexace kovů [12]. 
Tabulka 2: Reagenty používané k extrakci organické složky z půdy [3] 




NaOH do 80 hm. % 
Mírná (neutrální) činidla 
Na4P2O7 a jiné do 30 hm. % 
organické cheláty: 
např. acetylaceton 
do 30 hm. % 
kyselina mravenčí 
(HCOOH) 
do 55 hm. % 
Alkalická extrakce 
Tato extrakce je nejpoužívanější. Používá se roztok NaOH o koncentraci 0,1 až 0,5 M. 
Opakovaná extrakce je důležitá pro úplné dosažení maximální obnovy. Vyplavováním půdy 
zředěnou kyselinou chlorovodíkovou se odstraňuji vápenaté a jiné polyvalentní kationty a tím 
se zvyšuje účinnost extrakce. Tímto způsobem extrakce lze dosáhnout výtěžku až 2/3 původní 




Nežádoucí vlastnosti alkalické extrakce: 
 Alkalické roztoky rozpouští SiO2 z minerální látek a rozpuštěný oxid kontaminuje 
organické frakce oddělené od extraktu. 
 Rozpouští protoplazmatické a konstrukční prvky čerstvých organických tkání a mísí 
se s humifikovanou organickou hmotou. 
 Za alkalických podmínek dochází při styku se vzduchem k autooxidaci některých 
organických složek a to v průběhu extrakce, ale i pokud necháme extrakty stát. 
 Také mohou nastat další chemické změny, jako jsou kondenzace mezi 
aminokyselinami a aldehydy nebo ketony.  
 
Obrázek 8: Přehled extrakce podle metody IHSS [3]. 
3.2.3 Vazebné možnosti HK 
Na základě dostupných informací lze předpokládat několik typů vazebných interakcí HK 
s cizorodými látkami [13]: 
 Iontová vazba 
Vzniká působením elektrostatických sil mezi některými skupinami obsaženými ve struktuře 
HL a ionty vyskytující se v roztocích. Vznik této vazby lze předpokládat interakcí HL 




Tento typ vazby je velmi významný z hlediska vázání těžkých kovů na HL a jejich 
následné odstraňování z půd a vod. Koordinační vazby jsou tvořeny zejména karboxylovými a 
fenolickými skupinami, které jsou ve struktuře HL. Tvorbu koordinační vazeb mezi kovy a 
zmiňovanými skupinami HL kromě jiného ovlivňuje hodnota pH. V slabě kyselém prostředí 
se na koordinační vazbě podílí hlavně karboxylové skupiny [13]. Při pH > 7 tvoří koordinační 
vazby i fenolické skupiny. Stabilita komplexů s kovy obecně roste se zvyšujícím se pH. Tento 
nárůst stability je znatelný u Cu2+ iontů, které tvoří karboxylát-fenolické komplexy. 
 Kovalentní vazba 
Kovalentní vazba mezi kontaminantem a HL může vznikat nekatalyticky nebo katalyticky 
za využití aktivity enzymů. Možnost vzniku kovalentní vazby mezi makromolekulární 
strukturou HL a kontaminantu je z praktického hlediska předpokladem pro jeho imobilizaci. 
K trvalé fixaci dochází např. vznikem kovalentní vazby anthracenu s HL v půdách 
znečištěných polyaromáty [13].  
Vodíkové můstky 
Na základě přítomnosti některých funkčních skupin (amidová, laktamová, nitrilová, 
karboxylová, fenolická) lze předpokládat vznik vodíkové vazby. Tato vazba je poměrně slabá. 
Vodíková vazba se může podílet na vazebných schopnostech HL s kontaminanty. 
 Hydrofobní interakce 
Hydrofobní interakce vznikají při kontaktu nepolárních skupin (např. alkylových) nesených 
molekulami, které se nacházejí ve vodném prostředí. Zde mohou tyto interakce vycházet 
z působení Van der Waalsových sil nebo přesunu π − elektronů. Hydrofobní spojení s HL lze 
využít např. k imobilizaci S-triazinových herbicidních látek. 
3.3 Fulvinové kyseliny 
Fulvinové kyseliny (FK) a jejich soli (fulváty) se v půdě nejčastěji vyskytují v adsorbované 
formě. S oxidy železa a hliníku vytvářejí organominerální sloučeniny. Jsou méně 
kondenzované než HK, jsou rozpustné ve vodě a ve zředěných kyselinách. Jsou 
charakteristické pro kyselé půdy. Díky svým vlastnostem, zejména obsahu funkčních skupin, 
jsou známé jako nejreaktivnější frakce HL ve vodném prostředí [1]. 
FK zůstávají v roztoku po odstranění HK okyselením. Mají žlutou až žluto-hnědou barvu. 
Hypotetická modelová struktura FK obsahuje aromatickou i alifatickou strukturu, obě části 




Obrázek 9: Modelová struktura fulvinové kyseliny podle Buffleho[4].  
3.4 Methylenová modř 
Reaktivita huminových kyselin byla studována pomocí interakcí s vhodným difúzním 
médiem. Jako vhodné médium byly zvoleny základní organická barviva – methylenová modř 
(MB), viz Obrázek 10, jako základní organické barvivo. Byla volena záměrně vzhledem k 
tomu, že se jedná o kationaktivní barvivo, které je schopno interagovat se záporně nabitými 
funkčními skupinami ve struktuře huminových kyselin. Z míry interakce HK− barvivo lze 
poté usuzovat o reaktivitě huminových kyselin. Modelové organické barvivo má simulovat 
běžný, kladně nabitý polutant, se kterým se huminové kyseliny mohou v přírodě setkat. V této 
práci jsou bariérové vlastnosti huminových kyseliny studovány pomocí difúzní techniky, která 
je založena na sledování prostupu určeného barviva (methylenová modř) skrz agarosový 
hydrogel. 
.  
Obrázek 10: Struktura methylenové modři. 
3.5 Agaróza 
Agaróza je lineární polysacharid získávaný z řas typu Aragophyte. Skládá se ze střídajících 
se galaktózových a 3,6−anhydrogalaktózových podjednotek. Jedná se o zcela nenabitý 
biopolymer, který může obsahovat příměsi nabitých sulfátových a pyruvátových skupin. 
Agaróza se získává purifikací agaru.  
Agaróza je jediné používané termoreverzibilní iontově nezávislé gelační činidlo [17]. 
Teplota gelace se liší s typem polymeru. Existují typy s vysokou teplotou tání, ale i s nízkou 
teplotou táni. Biopolymer je velmi dobře rozpustný ve vodném prostředí při teplotě 85°C. Při 
snížení teploty dochází k tuhnutí za vzniku fyzikálně síťovaného hydrogelu. 
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Pro naše účely lze agarózu využít především z toho důvodu, že je možné připravit poměrně 
jednoduchým způsobem hydrogel s přesně definovanými vlastnostmi (velikost pórů, tvar a 
tloušťka), což je nezbytné pro dokonalý matematický popis difúzních procesů. Další výhodou 
agarózových hydrogelů je jejich chemická inertnost, z toho důvodu je vhodná pro studium 
reaktivity iontových sloučenin. 
 
Obrázek 11: Struktura agarózy [17]. 
3.3.1 Využití agarózy 
Agaróza hraje velmi důležitou roli v biotechnologiích. Nejčastěji se používá ve formě gelu 
k přípravě kultivačních půd v mikrobiologii nebo jako nosič při gelové elektroforéze [18] 
k separaci nukleových kyselin (DNA, RNA a jejich fragmentů). Princip elektroforézy je 
pohyb nabitých částic v elektrickém poli, kdy DNA je záporně nabitá a pohybuje se směrem 
k anodě. Koncentrace agarózy používaná při elektroforéze se pohybuje okolo 0,5 – 3,0 %. 
Dále se používá jako náplň při kolonové chromatografii. Agaróza se také často používá 
v klinických laboratořích ke stanovení proteinů zahrnující enzymy, anomálie v krevním séru a 
plazmě. 
3.6 Difúzní procesy 
Difúze je spřažený proces, při kterém se molekuly šíří z oblasti o vyšší koncentraci do 
oblasti s nižší koncentrací. Jedná se o spontánní přirozený proces, který je také široce 
používán v technologických aplikacích (např. difúzní vazby mezi dvěma kovy) [14]. Difúzní 
vazba je proces, kdy jsou dvě uzavřené plochy drženy pohromadě při zvýšené teplotě (ale 
nižší než je teplota tání materiálu), pod nízkým tlakem, který nezpůsobí makroskopické 
plastické deformace [15]. Tento mikroskopický transport částic je způsoben tzv. Brownovým 
pohybem. Hnací silou difúze je rozdíl chemických potenciálů. Podle druhého 
termodynamického zákona chemický systém vždy zvyšuje svou entropii neboli míru 
neuspořádanosti, čímž dospěje ke stavu s nejnižší vnitřní energií. 
Rychlost difúze ve stacionárním prostředí je vyjadřována difuzním tokem Ji, definovaným 
jako látkové množství difundující složky ni, které za jednotku času projde jednotkovou 
plochou kolmou ke směru difúze. Difuzní tok je roven součinu střední rychlosti toku částic, 









 . (1) 
V plynech probíhá difúze přibližnou rychlostí 10 cm/min [19], zatímco v kapalinách 
0,05 cm/min a pevných látkách 0,00001 cm/min. Je známo, že je difúze závislá na teplotě, 
tlaku, koncentračním gradientu, velikosti difundujících částic a viskozitě rozpouštědla. 
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3.6.1 Fickovy zákony 
První matematické zpracování difúze bylo navrženo Adolfem Fickem, který rozvinul zákon 







ii  , (2) 
kde A je velikost plochy, přes kterou látka difunduje, ji je tok přes jednotkovou plochu, ci je 
koncentrace a x je vzdálenost. Koeficient D udává míru mobility molekul v dané látce a 
označuje se jako difúzní koeficient. 
Rovnice (2) 1. Fickova zákona je obdobou Fourierova zákona vedení tepla a je to základní 
rovnice kinetiky sdílení hmoty. 
Vycházíme-li z této rovnice (2), můžeme rovnici pro jednotkovou plochu a difúzi bez 







i  , (3) 





je změna koncentrace se vzdáleností a Ji je difúzní tok. 
V tomto případě je difúzní tok úměrný koncentračnímu gradientu. Rovnice (3) popisuje 1. 
Fickův zákon. Liší se od druhého Fickova zákona tím, že nezávisí na čase. 
Druhý Fickův zákon (4) popisuje nestacionární difuzi, při níž se koncentrační gradient 
s časem mění a difuzní tok se mění s polohou, dJi
dif













 . (4) 
Integrace této diferenciální rovnice poskytne závislost ci = ci (x, τ). 
Koeficient úměrnosti Di je číselně roven látkovému množství difundující složky i, které 
projde jednotkovou plochou za jednotku času při jednotkovém koncentračním gradientu. 
Závisí jak na vlastnostech prostředí, tak na vlastnostech difundujících částic. Při stacionární 
difuzi se koncentrační gradient nemění s časem. 
Difúzní koeficient definovaný podle I. Fickova zákona není závislý na velikosti 
koncentračního gradientu. Tento předpoklad splňuje pouze některé příklady např. velmi 
zředěné roztoky [20]. 
Na základě hydrodynamické teorie odvodil Einstein v roce 1908 vztah (5) mezi difúzním 










 , (5) 
kde kB je Boltzmannova konstanta. 
Einsteinova rovnice vychází z Philliesova modelu, který popsal chování makromolekul 
(polymerů a bílkovin) při samodifúzi. Exponenciální rovnice (6) byla navržena na základě 
mnoha experimentálních dat z jeho výzkumu [19]. 
 )αexp(
ν
0 cDD  , (6) 
kde α and ν jsou parametry, které závisí na molekulové hmotnosti difúzního polymeru.  
3.7 Difúzní koeficient 
Difúzní koeficient je základní parametr pro hodnocení difúzních procesů. Charakterizuje 
míru mobility dané látky. Přestože je přesné stanovení difúzního koeficientu mnohdy obtížné, 
existují nenákladné a poměrně přesné metody, kterými je možno difúzní koeficient stanovit 
s relativně malou chybou 1 %.  
Existuje mnoho modelů pro výpočet difúzního koeficientu. My se zaměříme na tyto: 
 konstantní zdroj, 
 okamžitý plošný zdroj, 
 Stokesovy diafragmové cely, 
 nekonečný pár. 
3.7.1 Metoda konstantního zdroje 
Během této metody je dostatečně velké difúzní médium v kontaktu se zdrojem difundující 
látky o neměnné koncentraci c0. V praxi bývá zdroj difundující látky zajištěn např. přidáním 
dostatečné zásoby látky do jejího nasyceného roztoku.  
Počáteční podmínky pro tuto metodu: 
t = 0  
 
x > 0  
 
 c1 = 0 
  
x = 0  
 
c1 = c10 
t > 0  
 
x = 0  
 
c1 = c10 













1  , (7) 
kde c10 je konstantní koncentrace látky A v roztoku, ze kterého probíhá difúze, erfc je 
označení pro doplňkovou chybovou funkci, jmenovatel Dt4 představuje difúzní délku 









cn  . (8) 
Ze vztahu (8) je možno určit difúzní koeficient. Jestliže původní koncentrace v médiu není 












Model nekonečného média předpokládá, že v průběhu experimentu difundující látka 
nedosáhne konce difúzního média. 
3.7.2 Metoda okamžitého plošného zdroje 
Při této metodě se používá velmi malé množství difundující látky, která je nanesena na 
definovaný povrch difúzního média v podobě tenkého filmu. V praxi se místo tenkého filmu 
používá např. filtrační papír namočený do roztoku látky o určité koncentraci. 
V tomto případě jsou počáteční a okrajové podmínky: 
t = 0  
 





1   
t = 0  
 
– ∞ < x < ∞ 
 
  c1 = c10 
ntot zde představuje celkové látkové množství difundující látky ve zdroji na počátku 























Obrázek 12: Graf pro metodu okamžitého plošného zdroje. Čísla křivek odpovídají hodnotám 
Dt [21]. 
3.7.3 Metoda nekonečného páru 
Metoda nekonečného páru je dobrá pro měření difúze pevných látek, ale je velmi 
zdlouhavá. Na začátku experimentu jsou obě části o různé koncentraci spojeny. Po zvoleném 
čase jsou části rozpojeny a v obou je změřena koncentrace látky v různých polohách. Z tvaru 
takto zjištěného koncentračního profilu numericky a z celkového množství transportovaného 
skrz rozhraní mezi vzorky analyticky je možné určit hodnotu difúzního koeficientu.  


























n , (12) 
c1∞ je koncentrace v cílové části, 1c je koncentrace na rozhraní a n1 je celkové množství 




Obrázek 13: Metoda nekonečného páru [23]. 
3.7.4 Metoda Stokesovy diafragmové cely 
Tato metoda je pravděpodobně nejlepší, jak začít zkoumání difúze plynu nebo kapaliny 
skrz porézní materiály např. membránu. Je poměrně přesná, chybu lze snížit až na 0,2 % [23]. 
Diafragmová cela se skládá ze dvou částí uspořádaných horizontálně oddělených skleněnou 
fritou nebo porézní membránou. Obě cely se naplňují médiem o různé koncentraci a vhodnou 
analytickou metodou se měří koncentrace v obou celách ve více časech. Difúzní koeficient lze 























kde βje konstanta diafragmové cely (aparatury) v [cm-2]. Konstantu lze experimentálně 















kde A je plocha, kterou probíhá difúze, l je efektivní tloušťka membrány a Vzdrojová a Vcílová 




Obrázek 14: Plastové difúzní cely. 
Tato metoda má však dvě možnosti použití. První možnost je ta, kterou používáme my 
(viz Obrázek 14), kde se membrána nachází ve vertikální poloze (cely v horizontální poloze). 
V tomto případě může docházet k volné konvenci, která může způsobit nesprávné výsledky. 
Druhá možnost je horizontální poloha membrány (cely ve vertikální poloze) na Obrázku 15. 
 
Obrázek 15: Diafragmové cely ve vertikálním uspořádání, a) jako membrána je použita 




Tato metoda je rychlá, levná a experimentálně nenáročná. V kombinaci s jinými metodami 
je poloautomatická a je umožněna temperace během metody. Je jednoduché pozorovat vliv 
teploty, pH a iontové síly. Nevýhodou této metody je především velká spotřeba roztoků.  
3.8 Gelové disperzní soustavy 
Gely jsou struktury tvořené trojrozměrnou sítí, která vytváří souvislou strukturu 
prostupující celým disperzním prostředím. Disperzní prostředí i disperzní podíl jsou spojité. 
Disperzní částice nejsou schopné pohybovat se samostatně v disperzním prostředí. Přesto, že 
je jejich disperzní prostředí kapalné, jsou gely z hlediska svého chování považovány za 
polotuhé látky s vlastnostmi charakteristickými jak pro tuhé, tak také pro kapalné skupenství. 
Pod pojmem gel chápeme systém, který obsahuje kapalné disperzní prostředí, označován 
také jako lyogel. Gely jsou charakteristické pro koloidní disperze, konkrétně se jedná o pevné 
částice rozptýlené v kapalině, které vykonávají vibrační pohyb.  Dále se často objevuje pojem 
xerogel, který vzniká z lyogelu odpařením rozpouštědla (odstraněním kapalného disperzního 
prostředí).  
3.8.1 Rozdělení gelů 
Nejčastěji bývají gely klasifikovány podle chování ve vysušeném stavu [15]: 
 Reverzibilní gely  
Při vysoušení zmenšují svůj objem. Po úplném odpaření rozpouštědla vytvoří xerogely, 
který je schopen přejít do původního stavu po přijetí disperzního prostředí, tzv. botnání. 
 Ireverzibilní gely  
Od reverzibilních gelů se liší tím, že po vysušení mají stejný objem jako původní lyogel, 
avšak jsou porézní. Přeměna tohoto ireverzibilního gelu na xerogel je již nevratná. Tento typ 
gelů vzniká gelací lyofilních solů. 
Gely je možné klasifikovat i podle řady dalších hledisek. Podle chemického složení 
disperzního podílu můžeme gely rozdělit na anorganické a organické, podle charakteru 
disperzního prostředí na hydrogely s vodným disperzním prostředím a organogely, jejichž 
disperzní prostředí tvoří organická kapalina.  
3.8.2 Vlastnosti gelů 
Prostorová struktura reverzibilního gelu je tvořena sítí makromolekulárních řetězců 
spojených působením fyzikálních nebo chemických sil v místech, které se nazývají uzly, 
uzlové body nebo uzlové oblasti. 
U čerstvých gelů, reverzibilních i ireverzibilních, které nejsou v termodynamické 
rovnováze, roste s časem počet spojů, síťovitá struktura se poněkud smršťuje, část původně 
přítomné kapaliny z gelu vytéká - nastává synereze [15] nebo-li stárnutí gelu. Při tomto ději 
vzrůstá počet styčných bodů a síťová struktura se smršťuje. Tento děj je podporován 




Gely jsou schopny odolávat tečnému napětí až do hodnoty, kdy se chovají jako elastická 
tuhá tělesa. Kritické napětí závisí na koncentraci uzlů a jejich pevnosti. Gely s kovalentními 
spoji, které obsahují v jednotce objemu malý počet vazeb, jsou obvykle značně elastické. Čím 
více je vazeb mezi řetězci polymeru, tím menší je možnost změny tvaru makromolekuly a tím 
rigidnější je vzniklá prostorová síť. 
Některé gely mají tixotropní vlastnosti. Zpočátku jeví vysokou zdánlivou viskozitu, která 
s časem postupně klesá. Je-li systém ponechán v klidu, původní struktury se opět obnovují. 
Elektrická vodivost a difúzivita 
V prostorách sítě disperzního podílu se pohybují malé molekuly a ionty rozpuštěných látek 
téměř stejně rychle jako v odpovídajícím solu. Elektrická vodivost gelů, jejichž disperzní 
prostředí obsahuje disociované nízkomolekulární elektrolyty je téměř srovnatelná 
s elektrickou vodivostí v solu. 
Difuzivita nízkomolekulárních látek v gelu je jen o něco menší než v původním solu, 
z něhož gel vznikl. Síťovitá struktura umožňuje, že není difuzivita nízkomolekulárních iontů 
v gelech téměř ovlivňována prouděním ani tepelnými konvekcemi. Nerušená difúze v gelech 
umožňuje tvorbu tzv. Liesegangových obrazců. Jestliže do gelu, který obsahuje nějakou 
nízkomolekulární látku, difunduje další látka, která s ní může tvořit nerozpustnou sloučeninu, 
probíhá srážecí reakce jen v určitých zónách soustavy, které se střídají se zónami, v nichž se 
sraženina netvoří. 
3.8.3 Využití gelů 
Gely a gelace mají velký význam v lékařství (např. srážlivost krve je způsobena zvýšením 
její viskozity v důsledku gelace), v biologii (organizmy živočichů a rostlin jsou tvořeny 
především gely) i v mnoha průmyslových odvětvích. Gelace je proces důležitý např. při 
výrobě vláken, aplikaci lepidel, zpracování kůží, ve farmaceutickém průmyslu (příprava 
gelových kapslí), ve sklářském a keramickém průmyslu při přípravě specializovaných 
materiálů (vysoce kvalitních skel a keramiky pro kloubní náhrady atd.). Rovněž řada pochodů 
v potravinářství je založena na tvorbě gelů. 
3.9 Reologie 
Reologie je věda o deformaci a toku látek. Vědní obor reologie se zabývá studiem toku 
látek vlivem aplikovaného napětí. Pojem reologie byl poprvé zmíněn v roce 1928 profesorem 
Binghamem a stavebním inženýrem Reinerem. V podstatě se jedná o interdisciplinární obor, 
který zasahuje do mnoha vědeckých odvětví počínaje chemickým inženýrstvím, přes stavební 
inženýrství až po matematiku. Jedná o matematický popis toku reálných materiálů. 
Obecně lze říci, že žádný z materiálů není dokonale elastický či dokonale viskózní. Existují 
sice jakési modelové mezní případy ideálního elastického tělesa (tzv. Hookovské těleso) a 
ideální nestlačitelné kapaliny (tzv. Newtonovská kapalina). Ideální elastické těleso se chová 
podle Hookova zákona (15), kde τ představuje tečné napětí, GE reprezentuje Youngův modul 
pružnosti a ε značí relativní deformaci. Jako ideální elastické těleso si lze představit pružinu. 
Pokud je pružina namáhána nějakým závažím, dojde k jejímu prodloužení, pokud je ovšem 








Gτ  (15) 
Druhým extrémním případem je ideální viskozní kapalina, která se chová podle Newtonova 





 je změna 







Každá reálná látka je viskoelastického charakteru, v určitých případech vykazuje chování 
charakteristické pro pevnou látku a při jiném namáhání se chová jako kapalina. Lze tedy 
tvrdit, že realné materiály vykazují tzv. viskoelasticitu.  
To, zda se daná látka chová jako viskózní či elastická záleží na době pozorování respektive 
aplikovanému napětí (tečné napětí či smyková rychlost). Příkladem je sklo. Z krátkodobného 
hlediska se sklo chová jako pevná látka, čili je schopna odolávat vystavenému napětí, ovšem 
v případě, že sklo bude odolávat napětí delší dobu (několik tisíc let), chová se jako kapalina. 
Charakter látek v závislosti na čase vystihuje tzv. Debořino číslo (17), určuje srovnání mezi 
materiálovým časem T, charakterizujícím jeho pomíjivou tvarovou paměť a délkou trvání 





  (17) 
Pro ideálně neelastické kapaliny je T = 0 a De tedy také nulové, zatímco pro ideálně 
elastické materiály je T i De rovno ∞. Při malých hodnotách De se viskoelastické materiály 
chovají jako vazké kapaliny, zatímco při vysokých hodnotách De jako pružná tělesa. 
3.9.1 Oscilační testy 
Jak již bylo uvedeno dříve, hydrogely jsou materiály viskoelastického charakteru, jejichž 
mechanické vlastnosti jsou ve velkém množství případů charakteristické pro tuhé materiály. 
Na základě několika reologických testů lze studovat mechanické vlastnosti reálných vzorků. 
Tyto testy jsou tzv. oscilační testy. Oscilační testy prezentované v předložené práci jsou 
dvojího typu: amplitudový test, který slouží k určení lineární viskoelastická oblast (LVO). 
Druhým testem je frekvenční test. V případě amplitudovaného testu je daný vzorek vystaven 
měnící se deformaci při konstantní frekvenci oscilací. Struktura hydrogelu je tvořena 
polymerní sítí, kde disperzní částice nejsou schopny samovolného pohybu a jsou 
imobilizovány v tzv. uzlech. Uzly jsou části polymerní sítě, které drží celou trojrozměrnou síť 
pohromadě. Stabilita a mechanická odolnost polymerní sítě lze studovat právě zmíněnými 
oscilačními testy, konkrétně pak pomocí amplitudového testu. Při malé deformaci materiálu je 
schopna polymerní síť odolávat vystavenému napětí a tím pádem se chová elasticky. Zatímco 
při vyšších amplitudách deformace ztrácí polymerní síť svou schopnost elasticity a chová se 
viskózněji – teče, což je potvrzeno zhroucením hydrogelové struktury. 
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Pro oscilační test platí následující rovnice [24]: 
  )cos()()sin()()( 0 ωtωGωtωGγtσ  . (18) 
Člen )(ωG  se nazývá paměťový modul a je ve fázi s deformací. Zatímco člen )(ωG   se 
nazývá ztrátový modul a je ve fázi s rychlostí smyku. Často používaná veličina pro vyjádření 







)(tg . (19) 
Pokud je hodnota úhlu δ větší než 1, jedná se o kapalný (viskózní) materiál. Pokud je hodnota 
úhlu δ větší než 1, jedná se o materiál tuhý (elastický). 
 
Obrázek 16: Frekvenční závislost ztrátového a paměťového modulu pro modelové kapalné a 
tuhé viskoelastické materiály [24]. 
3.10 Současný stav řešení problematiky 
Autoři Lakatos a Lakatos-Szabo [26] studovali difúzní transport chromitých a chromičitých 
iontů v polymerních/silátových gelech. Stanovili efektivní difúzní koeficient, průlomový čas a 
iontovou retenční kapacitu v závislosti na geometrii a složení gelu. Transport iontů chromu 
lze popsat první Fickovým zákonem. Zjistili, že difúzní koeficient klesá, zatímco čas průlomu 
a retence iontu stoupá s obsahem pevných látek v gelu. Také prokázali, že koncentrace 
polymeru je efektivnější při zvyšování tortuozity. 
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Stejní autoři se také zabývali difúzí H+ , H2O and D2O [27] a analyzovali obecné vlastnosti 
difúze těchto iontů. I v tomto případě lze transport molekul vyjádřit první Fickovým zákonem, 
ale z důvodu vysoké retence iontů ve všech gelech, nesmí být použita rovnice pro predikci 
střední difúzní vzdálenost. 
Clark a Lucas v publikaci [28] studovali difúzi a rozdělování HK do porézní ultrafiltrační 
membrány a vyvinuli model, který předpovídá, jak se bude měnit difúzivita HK při různých 
hodnotách pH a různé koncentraci vápníku. 
V publikaci [29] se věnovali přímo měření difúzního koeficientu HK ve srovnání s prací 
předchozích autorů [28]. Experimenty prováděli v dvoukomorové difúzní cele, která byla 
oddělená membránou. Jejich výsledky ukázaly, že vodivost HK vzrůstá s klesající hodnotou 
pH a vzrůstající koncentrací vápníku, což může být vysvětleno pevností molekul HK při 
nízkém pH a vyské iontové síle. 
Difúzí měďnatých iontů se také zabývali Klučáková a Pekař [30] v prvním případě pomocí 
metody difúzního páru. Základní gel (gel A) připravili ze sodného humátu precipitací s HCl. 
Huminový gel obsahující měďnaté ionty připravili dvěma způsoby: difúzí měďnatých iontů 
do čistého gelu (gel B) a vysrážením humátu sodného s koncentrovaným roztokem CuCl2 
(gel C). Metodu realizovali spojením dvou silikonových trubiček, jedné naplněné huminovým 
gelem s měďnatými ionty (gel B nebo C) a druhé gelem bez iontů kovu (gel A). Zjistili, že 
efektivní difúzní koeficient pro spojení gelu A a gelu B se shodoval s výsledky metody 
konstantního zdroje a byl vyšší než hodnota koeficientu pro spojení gelu A a gelu C. Dále 
uvedli, že při měření difúze měďnatých iontů z gelu B a C do vody (viz Obrázek 17) 
pravděpodobně existuje spoluuspořádání ve struktuře Cu-huminového gelu. 
Na závěr bych zmínila autory Sedláčka a Klučákovou, kteří se zaměřili na transport a 
imobilizaci měďnatých iontů v huminovém gelu [31]. Ti pro změnu využili metod 
konstantního zdroje a difúze z časově proměnného zdroje. V posledním uvedeném případě 
byly stanoveny času a z počáteční koncentrace měďnatých iontů zdroje. 
 




4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Použité chemikálie 
agaróza (Sigma Aldrich – 10% vlhkost) 
hydrogenuhličitan sodný (p.a., Penta Chrudim) 
dihydrogenuhličitan sodný (p.a., Penta Chrudim) 
kyselina citronová (Lach-Ner s.r.o.) 
hydroxid sodný (Lach-Ner s.r.o.) 
methylenová modř (Lachema) 
kyselina chlorovodíková (35 %, p.a., Lach–Ner s.r.o.) 
huminové kyseliny  
destilovaná voda 
4.2 Použité přístroje 
UV−VIS spektrofotometr HitachiU 3900H 
Reometr AR-G2, TA Instruments, Inc. 
pH metr Mettler Toledo 
přenosný teploměr GMM 175 Greisinger 
vícemístná míchačka 
difúzní cely vlastní výroby 
4.3 Příprava pufrů 
Pro experimenty byly používány klasické fosfátové pufry (Phosphate Buffer Solutions – 
PBS) o třech pH 3, 7 a 11 a dvou různých iontových silách 0,01 M a 0,2 M. Pro přípravu PBS 
byly použity tyto látky: 
 dihydrogenfosforečnan sodný, 
 hydrogenfosforečnan sodný, 
 bezvodá kyseliny citronová, 
 hydroxid sodný, 
 destilovaná voda. 
Na difúzní experimenty byly potřeba vždy čistý PBS a PBS s přídavkem methylenovou 
(MB) modří o koncentraci 0,01 g/l, stejně tak jako agarózové hydrogelové matrice s přídavem 




4.4 Příprava zásobního roztoku huminových kyselin  
Použité huminové kyseliny (HK) byly extrahovány z jihomoravského lignitu 
standardizovanou metodou podle mezinárodní organizace zabývající se huminovými látkami 
(International Humic Substances Society – IHSS) [5]. Roztok huminové kyseliny (1 g/l) byl 
připraven následovně. Navážka HK (0,1 g) byla rozpuštěna v 50 ml 0,5 M roztoku hydroxidu 
sodného, roztok byl míchán na magnetické míchačce po dobu alespoň 24 hodin, kvůli tomu, 
aby došlo k dokonalému rozpuštění huminových kyselin. Poté byl roztok humátu okyselen na 
pH = 7 pomocí 1 M roztoku kyseliny chlorovodíkové a doplněn destilovanou vodou na 
potřebný objem (100 ml). Výsledná koncentrace takto připraveného roztoku byla 1 g/l. 
4.5 Příprava agarózového hydrogelu s přídavkem HK  
K 9 ml daného pufru o určitém pH a iontové síle byl přidán 1 ml roztoku huminové 
kyseliny (1 g/l). Finální koncentrace HK v gelu tedy poté byla 0,01 hm. %. K roztoku byla 
kvantitativně přidána prášková agaróza o potřebném množství (0,1 g). Takto připravený 
roztok (10 ml) byl zahříván na vařiči za stálého míchání na teplotu 85 °C. Horký roztok byl 
nalit do teflonové formy, která byla předem předehřátá na teplotu 85 °C v horkovzdušené 
sušárně, opatřené z obou stran sklíčky (taktéž předehřáty), aby bylo zabráněno vypařování 
rozpouštědla ze vznikajícího hydrogelu a hydrogely byly ponechány po dobu 45 minut, což je 
minimální doba potřebná k ochlazení roztoku agarózy na laboratorní teplotu – vznik 
hydrogelu. Toto umožňuje termoreverzibilita agarózy. Pro tyto experimenty byly použity i 
hydrogely bez přídavku HK z čistého pufru, které v těchto experimentech sloužili jako 
referenční vzorky. 
Stejným způsobem byly připraveny hydrogely pro reologii, pouze ve větším objemu do 
kádinek, které byly shora překryty parafilmem a vloženy do exsikátoru s vodou, který slouží 
pro udržování konstantní vlhkosti, aby nedocházelo k vysychání připravených vzorků.  
4.6 Difúzní experimenty 
Nejdůležitější etapou experimentální části byly difúzní experimenty, pomocí nichž, byly 
charakterizovány bariérové schopnosti huminových kyselin. Hlavními parametry, které byly 
zkoumány, byly vliv pH a iontové síly. Jako porézní materiál posloužil 1 hm. % agarózový 
gel viz kapitola 4.2.  
Difúze probíhala ve speciálně vyrobených plastových celách, mezi které byla vložena právě 
teflonová forma s hydrogelem o přesně definovaných rozměrech, což je nezbytné pro 
dokonalý matematický popis difúzních procesů. Dvě komory difúzní cely a teflonová forma 
byly sešroubovány k sobě a pečlivě utaženy. Poté už jen byly obě komory zároveň pomocí 
nálevek naplněny PBS o objemu 250 ml. Tato cela byla umístěna na vícemístnou 
magnetickou míchačku (250 ot./min). Cílová cela obsahovala čistý PBS a zdrojová cela PBS 
s přídavkem MB. 
4.6.1 Průběh měření experimentů 
Vzorky z cílové komory difúzní cely byly odebírány kapátkem do křemenných kyvet 
v hodinových intervalech a následně byla změřena absorpční spektra na přístroji UV−VIS 
typu Hitachi v rozmezí 900 – 300 nm. Následně byla odečtena hodnota maximální 
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absorbance, která se pohybovala pro pH = 3 a pH = 7 vlnové délky 665 nm a pro pH = 11 
620 nm. 
Nezbytnou součástí těchto experimentů byla příprava koncentračních řad pro každou 
hodnotu pH a iontovou sílu o koncentraci barviva MB 0,0001; 0,0005; 0,001; 0,005 a 0,01 g/l 
a následné proměření absorpčních spekter (viz Obrázek 18). Pomocí těchto kalibračních 
křivek byly vypočítány koncentrace methylenové modři v závislosti na čase. 
 
Obrázek 18: Kalibrační závislost absorbance na koncentraci barviva MB pro IS 0,01 M. 
4.7 Experimentální nastavení reometru 
Pro posouzení mechanických vlastností agarózových hydrogelů s přídavkem či bez 
přídavku HK byly použity jednoduché oscilační testy (frekvenční a amplitudový test). Jako 
měřící geometrie byla použita soustava deska-deska. Senzor o průměru 40 mm byl vyroben z 
titanu. Oscilační testy byly realizovány na přístroji Rheometer AR-G2 od společnosti TA 
Instruments Inc.  
Během frekvenčního testu se mění frekvence oscilací, zatímco amplituda deformace je 
konstantní. Experimentální nastavení tohoto testu: 
 rozsah frekvence oscilací 20 – 0,01 Hz, 
 konstantní amplituda deformace na hodnotě 0,1 %, 
vhodná amplituda deformace byla zvolena na základě předchozích amplitudových testů. 
Experimentálně bylo ověřeno, že 0,1 % amplituda deformace leží v lineární viskoelastické 
oblasti pro 1 hm. % agarózový gel.  
 V případě amplitudového testu se naopak frekvence oscilací udržuje na konstantní 
hodnotě, zatímco amplituda deformace je měněna ve zvoleném rozsahu. Parametry pro tento 
test: 
 
y = 154,96x 
R² = 0,9965 
y = 157,54x 
R² = 0,9915 
y = 59,46x 


















  amplituda deformace 0,01 % − 200 %, 
 konstantní frekvence oscilací na hodnotě 1 Hz. 
Všechny experimenty byly prováděny při konstantní teplotě 25 °C, udržované pomocí 
průtokového termostatu typu Haake DC5.  
4.7.1 Průběh měření 
Vzorek hydrogelu byl nadávkován na stacionární desku a následovně stlačen do tloušťky 
1000 μm. Během stlačování nebyla překročena normálová síla 5 N, po stlačení následovala 
5 minutová relaxace. Po relaxaci byl jako první realizován frekvenční test, po kterém opět 
vzorek 5 minut relaxoval a následoval amplitudový test. Vše probíhalo stále při konstantní 




5 DISKUZE A VÝSLEDKY  
5.1 Charakteristika používaného hydrogelu pomocí reologie 
Hlavním cílem tohoto experimentu bylo charakterizovat připravené hydrogely s přídavkem 
respektive bez přídavku huminových kyselin z mechanického hlediska. Vzhledem k tomu, že 
kdyby se jednotlivé vzorky od sebe lišily, byly by transportní procesy značně ovlivněny právě 
mechanickými vlastnostmi. V případě, že bude potvrzen fakt, že měřené vzorky agarózových 
hydrogelu s přídavkem respektive bez přídavku huminových kyselin mají takřka totožné 
vlastnosti, lze přisuzovat změny v efektivních hodnotách difúzních koeficientů právě interakci 
huminových kyselin s difundujícím médium v podobě methylenové modři. 
Prvním testem byl oscilační frekvenční test. Frekvenční závislost viskózního a elastického 
modulu můžeme vidět na Obrázku 19. Na začátek je potřeba zmínit, že oba zkoumané 
materiály na bázi agarózy (nezávisle na tom, zda obsahovali huminové kyseliny či nikoliv) 
disponovali viskoelastickým charakterem s převahou elasticity na úkor viskózního modulu 
(G’ > G”) v celém měřeném rozsahu frekvencí oscilací. Podle frekvenčních závislostí 
můžeme říci, že u žádného ze vzorků nejsou rozdíly v mechanických vlastnostech.  
 
Obrázek 19: Oscilační test: Frekvenční závislost elastického a viskózního modulu pro 
hydrogely o pH = 3 (plné symboly reprezentují elastický modul G', prázdné symboly 


















Obrázek 20: Oscilační test: Frekvenční závislost elastického a viskózního modulu pro 
hydrogely o pH = 7 a IS = 0,01 M (plné symboly reprezentují elastický modul G', prázdné 
symboly reprezentují viskózní modul G''). 
 
Obrázek 21: Oscilační test: Frekvenční závislost elastického a viskózního modulu pro 
hydrogely o pH = 11 a IS = 0,01 M (plné symboly reprezentují elastický modul G', prázdné 
symboly reprezentují viskózní modul G''). 
Druhým testem byl oscilační test amplitudového typu.  
Jak je patrné z Obrázku 22, při nižších amplitudách deformace je vnitřní síť agarózových 
hydrogelů schopna odolávat vystavené deformaci (po aplikaci napětí se gelovitá síť vrací do 
původního stavu a takový vzorek se tedy chová elasticky), což je v hodnotách obou 































V případě 1 % agarózového hydrogelu bez přídavku HK je lineární viskoelastická oblast 
v rozmezí 0,01 % - 4 % amplitudy deformace, zatímco pro 1 % agarózový hydrogel 
s přídavkem KH je lineární viskoelastická oblast v rozmezí 0,01 % - 1 %. Lze tedy tvrdit, že 
přídavek huminových kyselin do hydrogelové sítě na bázi agarózy nezpůsobuje signifikantní 
změny v mechanických vlastnostech jednotlivých hydrogelů. Tím pádem můžeme tvrdit, že 
odlišnosti v transportních charakteristikách budou dány právě interakcí funkčních skupin 
huminových kyselin s difundující methylenovou modří.  
 
Obrázek 22: Deformační test hydrogelu o pH = 3, IS = 0,01 M při konstantní frekvenci (plné 
symboly reprezentují elastický modul G', prázdné symboly reprezentují viskózní modul G''). 
Obrázek 23: Deformační test hydrogelu o pH = 7, IS = 0,01 M při konstantní frekvenci (plné 































Znatelnější rozdíly v odezvách viskoelastických modulů na měnící se amplitudu deformace 
jsou pozorovány pro hydrogely s přídavkem, respektive bez přídavku, huminových kyselin při 
pH 7 a 11. V obou případech přídavek huminových kyselin způsobil rozšíření lineární 
viskoelastické oblasti. V případě hydrogelu s huminovými kyselinami se nacházela lineární 
viskoelastická oblast v rozmezí 0,01 – 10 % amplituda deformace, zatímco u čistého 
agarózového gelu bez přídavku huminových kyselin byla lineární odezva viskoelastických 
modulů v rozmezí 0,01 – 1 %. Tento fakt může ovlivnit transportní procesy realizované 
v těchto hydrogelech. Detailnější popis závislosti transportních charakteristik na 
mechanických vlastnostech hydrogelů může být inspirací pro navazující diplomovou práci. 
Obrázek 24: Deformační test hydrogelu o pH = 11, IS = 0,01 M při konstantní frekvenci (plné 
symboly reprezentují elastický modul G', prázdné symboly reprezentují viskózní modul G''). 
Použité oscilační testy tedy pro oba zkoumané vzorky potvrdily elastický charakter, 
vzhledem  k tomu, že elastický modul ve všech případech převyšoval modul viskózní v celém 
rozsahu měřených oscilačních frekvencí. Mobilita komplexních huminových látek 
v agarózových hydrogelech může být ovlivněna právě změnou mechanických vlastností 
agarózových hydrogelů. 
5.2 Difúzní experimenty 
5.2.1 Výpočet difúzního koeficientu 
Efektivní difúzní koeficient a čas průchodu prvotního barviva skrz porézní přepážku ve 
formě hydrogelu byly stanoveny na základě závislosti změny koncentrace procházejícího 
barviva v přijímací cele na čase. Difúze barviva skrz hydrogelové materiály má dvě fáze. Po 
započetí difúze dochází k sorpci barviva do struktury hydrogelu (pokud jsou v gelu přítomny i 
huminové kyseliny, tak také k chemické reakci), koncentrace v přijímací cele se tedy nemění. 
Pokud je sorpční kapacita hydrogelu respektive huminových kyselin vyčerpána, dochází 

















zdrojové cele začne lineárně růst a z tohoto lineárního nárůstu lze vypočítat pomocí lineární 






Pomocí lineárních regresí pro různé koncentrace MB byly přepočítány získané hodnoty 
absorbance na molární koncentrace a vyjádřeny jako závislost této koncentrace na čase (viz 
Obrázek 25). Příklad kalibrační závislosti byl uveden na Obrázku 18. 
 
Obrázek 25: Koncentrace MB v závislosti na čase pro pH 3 IS 0,2 M. 


























D , (20) 
kde ε zahrnuje vliv pórovitosti a tortuozity, Deff je efektivní difúzní koeficient, l tloušťka gelu, 
ΔC10 rozdíl koncentrací na začátku a na konci experimentu. 
5.2.2 Vliv pH a iontové síly 
Obecně se předpokládá, že v kyselejším prostředí (pH = 3) bude většina karboxylových 
skupin obsažených ve struktuře huminových kyselin naprotonizována, tím pádem sorpční 
kapacita, respektive interakce s anionaktivním barvivem bude omezena, což se podepíše na 
nárůstu hodnoty efektivního difúzního koeficientu. Naopak v silně zásaditém prostředí 
(pH = 11) bude velké množství karboxylových skupin v disociovaném stavu, tím pádem 
reaktivita huminových kyselin by měla být největší. Ovšem vzhledem k tomu, jaké jsou 
huminové kyseliny komplexní sloučeniny, realita úplně nemusí odpovídat předpokladům. 
Jak je patrné z grafu (Obrázek 26), přítomnost huminových kyselin má zásadní vliv na 
rychlost transportních procesů v hydrogelových médiích. Například při pH = 3 došlo 
k poklesu efektivního difúzního koeficientu z hodnoty 1,58 10−10 pro čistý agarózový gel na 
hodnotu 1,35∙10−10 pro agarózový gel s přídavkem 0,01 hm. % huminových kyselin. 
K poklesu Deff dochází po přidání HK ve všech případech (u všech hodnot pH i u obou hodnot 
iontových sil), což dokazuje, že dochází k interakci huminových kyselin s barvivem (MB). 
y = 5,802E-09x - 9,292E-05 




















V případě, že srovnáme efektivní difúzní koeficienty v rámci pH, ve všech případech 
efektivní difúzní koeficient klesá s rostoucím pH s výjimkou iontové síly 0,01 M bez přídavku 
HK, kdy hodnota Deff pro pH = 3 a pH = 7 je okolo 1,58E-10 a liší se minimálně jen 
o 3,0∙ 10 -13. Pro pH = 11 je hodnota Deff nejvyšší (2,23∙10
−11
). Jelikož se tato výjimka 
vztahuje pouze na jeden případ ze čtyř, domníváme se, že došlo během experimentu k chybě. 
S klidem můžeme konstatovat fakt, že při zvyšování pH tedy dochází k disociaci funkčních 
skupin a tím jsou interakce mezi huminovými kyselinami a barvivem intenzivnější. Proto 
dochází při zvýšení pH k poklesu hodnoty Deff. 
Srovnáme-li hodnoty Deff v rámci iontové síly je nutno dodat, že významnější rozdíly 
hodnot jsou pouze pro pH = 11. Vyšších hodnoty Deff dosahuje IS = 0,2 M (s rozdílem 
o 1,102E-10 bez přídavku HK a o 5,105E-11 s přídavkem HK). Pro ostatní pH prostředí jsou 
hodnoty Deff přibližně stejné, u pH = 3 bez přídavku HK se hodnota liší o 2,5∙10
−12
 a 
s přídavkem HK o 2,21∙10−11. U pH = 7 bez přídavku HK se liší o 1,38∙10−11 bez přídavku HK 
a s přídavkem HK o 1,4E-11. Avšak stěžejní je, že hodnota Deff je vždy vyšší pro nižší 
iontovou sílu. To znamená, že s vyšší iontovou silou klesá hodnota Deff. 
 
Obrázek 26: Difúzní koeficienty pro IS 0,01 M. 
5.2.3 Čas průchodu barviva 
Čas průchodu prvotního barviva skrz porézní přepážku (Obrázek 27) je nepřímo úměrný 
míře interakce mezi huminovými kyselinami a kationaktivní methylenovou modří. Hodnoty 
tohoto difúzního parametru budou značně ovlivněny přítomností funkčních skupin, které jsou 
schopny interagovat s molekulami barviva a tím pádem ovlivňovat rychlost difúzních 
procesů. Jak je patrné z tohoto grafu čas průchodu barviva se významně liší pro gel 
s přídavkem a bez přídavku HK a to tak, že s přídavkem HK čas průchodu značně vzrostl. To 
dokazuje, že huminové kyseliny interagují s kationaktivním barvivem, proto je průchod skrz 

























Předpokládá se, že s rostoucím pH, kdy většina kyselých funkčních skupin, které jsou 
rozhodující pro sorpční schopnost HK vůči kationaktivním látkám, dojde k poklesu času 
průchodu prvotního barviva. Což by opět potvrdilo interakce huminových kyselin 
s kationaktivní methylenovou modří. Ovšem podíváme-li se na grafy průchodu barviva, 
vidíme, že je tomu naopak. Důvodem by mohlo být, že se vzrůstajícím pH také vzrůstá 
rozpustnost HK (protože HK jsou rozpustné v alkalickém prostředí), a proto nedochází k tak 
silným interakcím s barvivem, jak bylo předpokládáno. Tato tvrzení je ovšem ještě nutné 
potvrdit dalšími měřeními. 
Srovnáme-li jednotlivé časy průchodu barviva v závislosti na pH (viz Obrázek 27), je 
patrné mírné kolísání času, zvláště pro iontovou sílu 0,2 M (graf je uvedené v příloze). Avšak 
s přídavkem HK tedy dochází ke snížení doby průchodu, jak již bylo zmíněno výše. 
 
Obrázek 27: Čas průchodu barviva pro IS 0,01 M. 
Všechny hodnoty efektivních difúzních koeficientů a časů průchodu barviva jsou pro 
všechny vzorky shrnuty v Tabulce 3. 
Tabulka 3: Souhrn hodnot Deff a času průchodu barviva pro všechny vzorky. 
 
 
0,000 hm. % HK 0,01 hm. % HK 
 
 
Deff časprůchod Deff časprůchod 
IS 0,1 M pH = 3 1,581E-10 4,162 1,349E-10 12,343 
 
pH = 7 1,584E-10 4,122 1,134E-10 11,703 
 
pH = 11 2,230E-10 4,305 9,711E-11 7,481 
IS 0,2 M pH = 3 1,556E-10 4,172 1,128E-10 11,258 
 pH = 7 1,446E-10 7,874 1,003E-10 17,081 



























6 ZÁVĚR  
Pomocí jednoduché difúzní techniky, které se věnuje tato práce, byl vytvořen ucelený 
náhled na studium reaktivity huminových kyseliny, ale také jejich bariérových schopností. 
Bylo dokázáno, že dochází k interakcím mezi huminovými kyselinami a používaným 
kationaktivním barvivem - methylenovou modří. V praxi to znamená, že obsahuje-li porézní 
membrána huminové kyseliny, dojde ke snížení efektivního difúzního koeficientu a tudíž 
k prodloužení doby průchodu barviva skrz tuto membránu. 
Hlavními studovanými experimentálními parametry byl vliv pH a iontové síly. V rámci 
vlivu pH bylo akceptováno tvrzení, že zvyšováním hodnot pH prostředí dochází 
k významnému poklesu efektivního difúzního koeficientu. Důvodem je tedy zvyšování 
disociace funkčních skupin a tím zvýšení interakcí mezi huminovými kyselinami a 
používaným barvivem, které vedou ke zpomalení průchodu barviva. Proto je možné říci, že 
pH prostředí má na bariérové schopnosti huminových kyselin značný vliv. 
Takovýchto výrazných rozdílů nebylo ve výsledcích efektivního difúzního koeficientu 
u iontové síly dosaženo. Iontová síla má vliv na rozpustnost huminových kyselin, to může být 
také důvod nesrovnalostí ve výsledcích. Proto bude nutné ještě experimenty zopakovat. 
Do budoucna by bylo vhodné doplnit přesnější vlastnosti používaných hydrogelů či se 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
8.1 Použité zkratky 
zkratka význam zkratky 
HL  huminové látky 
HK  huminové kyseliny 
FK  fulvinové kyseliny 
HMK  hymatomelanické kyseliny 
FZ  Fickův zákon 
MB  methylen blue = methylenová modř 
PBS phosphate buffer solution = fosfátový pufr 
IS iontová síla 
LVO lineárně vysokoelastická oblast 
 
8.2 Použité symboly 
symbol význam jednotka 
Ji difúzní tok [mol∙s-1] 
Di  difúzní koeficient [m
2∙s−1] 
Deff efektivní difúzní koeficient [m
2∙s−1] 
kB  Boltzmanova konstanta [J∙K-1] 
T  teplota [°C], [K] 
fi  součinitel odporu - 
β  konstanta diafragmové cely  [cm-2] 
De Debořino číslo - 
G ()  elasticky modul [Pa] 




9 SEZNAM PŘÍLOH 
PŘÍLOHA 1  Kalibrační závislost absorbance na koncentraci barviva MB pro  
  IS = 0,2 M. 
PŘÍLOHA 2  Difúzní koeficient pro IS 0,2 M. 
PŘÍLOHA 3  Čas průchodu barviva pro IS 0,2 M. 
PŘÍLOHA 4  Deformační test hydrogelu o pH = 3, IS = 0,2 M při konstantní  
  frekvenci (plné symboly reprezentují elastický modul G',prázdné  
  symboly reprezentují viskózní modul G''). 
PŘÍLOHA 5 Deformační test hydrogelu o pH = 7, IS = 0,2 M při konstantní  
  frekvenci. 
PŘÍLOHA 6 Deformační test hydrogelu o pH = 11, IS = 0,2 M při konstantní  
  frekvenci. 
PŘÍLOHA 7 Oscilační test: Frekvenční závislost elastického a viskózního modulu 
  pro hydrogely o pH = 3 a IS = 0,2 M. 
PŘÍLOHA 8 Oscilační test: Frekvenční závislost elastického a viskózního modulu 
  pro hydrogely o pH = 7 a IS = 0,2 M. 
PŘÍLOHA 9  Oscilační test: Frekvenční závislost elastického a viskózního modulu 













y = 159,84x 
R² = 0,9983 
y = 147,49x 
R² = 0,995 
y = 97,425x 
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